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@ Verfahren und Medikamentzur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens 

(§?) Die Erfindung betrifft ein Medikament mit mindestens 
einem Oligoribonukleotid (dsRNA) mit doppelstrangiger 
Struktur zur Hemmung der Expression eines Zielgens, 
wobei ein Strang der dsRNA zumindest abschnittsweise 
komplementar zum Zielgen ist. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betriflft ein Verfahren nach dera Oberbe- 
griff des Anspruchs 1. Sie betrifft femer ein Medikament 
und einc Verwendung doppelstrangigcr Oligoribonukleo- 
tide. 

Ein solchcs Verfahren ist aus dcr nachvcroffenllichtcn 
WO 99/32619 bekannt. Das bekannte Verfahren zielt auf die 
Hemmung der Expression von Genen in Zellen von Inverte- 
brate n ab. Dazu ist es erforderlich, daB das doppelslrangige 
Oligoribonukleotid eine zum Zielgen identische Sequenz 
mit cincr I^angc von mindestens 50 Bascn aufweist. Zur Er- 
zielung einer effizienten Hemmung ist eine Lange der iden- 
tischen Sequenz von 300 bis 1000 Basenpaare erforderlich. 
Der Herstellungsaufwand eines solchen Oligoribonukleo- 
tids ist hoch. 

Die DE 196 31 919 C2 beschreibt eine Anti-Sinn-RNA 
mit besonderen Sekundarstrukturen, wobei die Anti-Sinn- 
RNA in Form cincs sic kodicrenden Vcktors vorlicgt. Bci 
der Anti-Sinn-RNA handelt es sich um ein RNA-Molekul 
das komplcmcntar zu Bcrcichcn dcr mRNA ist. Durch Bin- 
dung an diese Bereiche wird eine Hemmung der Genexpres- 
sion bewirkt. Diese Hemmung kann insbesondere zur Dia- 
gnose und/oder Therapie von Erkrankungen, z. B. Tumorer- 
krankungen oder viralen Infektionen, eingesetzt werden. - 
Die Anti-Sinn-RNA muB nachtciligerwcisc in cincr Mcngc 
in die Zelle eingebracht werden, die mindestens genauso 
groB wie die Menge der mRNA ist. Die Wirksamkeit der be- 
kannten Anti-Sinn- Verfahren ist nicht besonders hoch. 

Aus der US 5,712,257 ist ein Medikament bekannt, das 
fehlgepaarte doppelslrangige RNA (dsRNA) und biologisch 
aktive fehlgepaarte Bruchstucke von dsRNA in Form eines 
lernaren Komplcxcs mit cincm obcrflachcnakliven Mittel 
enthalt. Die dabei verwendete dsRNA besteht aus synthe- 
tisch hcrgcstclltcn Nuklcinsaurccinzclstrangcn ohnc defi- 
nierte Basensequenz. Die Einzelstrange gehen nicht-regu- 
lare, sog. "Nicht-Watson-Crick"-Basenpaarungen miteinan- 
der ein, so daB fehlgepaarte Doppelstrange gebildet werden. 
Die bekannte dsRNA dient zur Hemmung der Vermehrung 
von Rctrovircn, wie HIV. Die Vermehrung des Virus kann 
gehemmt werden, wenn nichtsequenzspezifische dsRNA in 
die Zellen eingebracht wird. Es kommt dabei zu einer In- 
duktion von Interferon, wodurch die Virusvermehrung ge- 
hemmt werden soil. Der hemmende Effekt bzw. die Wirk- 
samkeit dieses Verfahrens ist gering. 

Aus Fire, A. et. al. NATURE, Vol. 391, pp. 806, ist es be- 
kannt, daB dsRNA, dcrcn cincr Strang abschnittsweisc kom- 
plementar zu einem zu hemmenden Gen eines Fadenwurms 
ist, die Expression dieses Gens mit cincr hohen Wirksamkeit 
hemmt. Es wird die Auffassung vertreten, daB die besondere 
Wirksamkeit der verwendeten dsRNA in Zellen des Faden- 
wurms nicht auf dem Anli-Sinn-Prinzip beruht, sondem 
moglicherweise auf katalytische Eigenschaften der dsRNA 
bzw. durch sic induzicrtc Enzyme zuriickzufuhrcn ist. - 
"Qber die Wirksamkeit spezifischer dsRNA in bezug auf die 
Hemmung dcr Genexpression, insbesondere in Saugerzellen 
und humanen Zellen, ist in diesem Artikel nichts ausgesagt. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile 
nach dem Stand dcrTechnik zu bescitigen. Es soli insbeson- 
dere ein moglichst effizientes Verfahren, Medikament bzw. 
eine moglichst effiziente Verwendung zur Herstellung eines 
Medikaments angegeben werden, mit dem/der eine beson- 
ders wirksame Hemmung der Expression eines vorgegebe- 
nen Gens bewirkbar ist. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 
1,2, 33, 34 und 66 und 67 gelost. Vorteilhafte Ausgestaltun- 
gen ergeben sich aus den Anspriichen 3 bis 32, 35 bis 65 und 
68 bis 100. 
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Nach MaBgabe der verfahrensseitigen Erfindung ist vor- 
gesehen, daB der zum Zielgen komplementare Bereich 
hochstens 49 aufeinanderfolgenden Nukleotidpaare auf- 
weist. 

5 Bei den crfindungsgcmaBcn Oligoribonuklcotiden han- 
delt es sich um solche, die zumindest abschnittsweise eine 
definicrte Nuklcotidscqucnz aufweiscn. Dcr definicrte Ab- 
schnitt kann auf den komplementaren Bereich beschrankt 
sein. Es kann aber auch sein, daB das doppelstrangige Oligo- 

10 ribonukleotid insgesamt eine definierte Nukleolidsequenz 
aufweist. 

Es hat sich ubcrraschcndcrwcisc gczcigt, daB bcrcits bei 
einer Lange des komplementaren Bereichs von hochstens 49 
Basenpaaren eine wirksame Hemmung der Expression des 

15 Zielgens erreicht werden kann. Entsprechende Oligoribonu- 
kleotide konnen mit geringerem Herstellungsaufwand be- 
reitgestellt werden. 

Insbesondere dsRNA mit einer Lange von mehr als 50 
Nuklcotidpaarcn induzicrt in Saugerzellen und humanen 

20 Zellen bestimmte zellulare Mechanismen, z. B. die dsRNA- 
abhangigc Protcinkinasc odcr das 2-5A-Systcm. Das fiihrt 
zum Verschwinden des durch die eine definierte Sequenz 
aufweisende dsRNA vermittelten Interferenzeffektes. Da- 
durch wird die Proteinbiosynthese in der Zelle blockiert. 

25 Insbesondere dieser Nachteil wird durch die vorliegende Er- 
findung bescitigt. 

Weiterhin ist die Aufnahme von dsRNA mit kurzer Ket- 
tenlange in die Zelle bzw. in den Zellkern gegenuber langer- 
kettigen dsRNAs deutlich erleichtert. 

30 Sofern dsRNA als Wirkstoff benutzt wird, hat es sich als 
vorteilhaft erwiesen, daB die dsRNA verpackt in micellare 
Strukturen, vorzugsweise in Liposomen, vorliegt. Die 
dsRNA kann glcichfalls in viralc naturliche Kapsidc odcr in 
auf chemischem oder enzymatischem Weg hergestellte 

35 kunstlichc Kapsidc odcr davon abgclcitctc Strukturen cingc- 
schlossen sein. - Die vorgenannten Merkmale ermbglichen 
ein Einschleusen der dsRNA in vorgegebene Zielzellen. 

Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkrnal weisl die 
dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, Basenpaare 

40 auf. Die dsRNA kann also langcr als der zum Zielgen kom- 
plementare Bereich sein. Der komplementare Bereich kann 
endstandig angeordnet oder in die dsRNA eingeschaltet 
sein. Eine solche dsRNA bzw. ein zur Kodierung derselben 
vorgesehener Vektor konnen synthetisch bzw. enzymatisch 

45 mit gangigen Verfahren hergestellt werden. 

Das zu hemmende Gen wird zweckmaBigerweise in euka- 
ryontischen Zellen cxprimicrt. Das Zielgen kann aus dcr fol- 
genden Gruppe ausgewahlt sein: Onkogen, Cytokin-Gen, 
Id-Protcin-Gcn, Entwicklungsgcn, Priongcn. Es kann auch 

50 in pathogenen Organismen, vorzugsweise in Plasmodien, 
exprimiert werden. Es kann Bestandteil eines, vorzugsweise 
humanpathogenen, Virus oder Viroids sein. - Das vorge- 
schlagene Medikament erlaubt die Therapie genetisch ge- 
steucrtcr Krankhcitcn, z. B. Krcbs, viralcr Erkrankungen 

55 oder Morbus Alzheimer. 

Das Virus oder Viroid kann auch ein tier- oder planzenpa- 
thogenes Virus oder Viroid sein. In diesem Fall erlaubt das 
erfindungsgemaBe Medikament auch die Behandlung von 
Tier- odcr Pflanzcnkrankhcitcn. 

60 Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkrnal ist die 
dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet. Der 
komplementare Bereich aus zwei separaten RNA-Einzel- 
strangen oder aus selbstkomplementaren Bereichen eines, 
vorzugsweise zirkular ausgebildeten, topologisch geschlos- 

65 senen RNA-Einzelstrangs gebildet wird. 

Die Enden der dsRNA konnen modifiziert werden, um ei- 
nem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Ein- 
zelstrange entgegenzuwirken. Eine Dissoziation tritt insbe- 
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sondere bei Verwendung niedriger Konzentrationen oder 
kurzer Kettenlangen auf. Zur besonders wirksamen Hem- 
mung der Dissoziation kann der durch die Nukleotidpaare 
bewirkte Zusammenhalt des komplementaren Bereichs 
durch mindestens cine, vorzugsweise zwei, wcilcre chemi- 
sche Verkniipfung/en erhoht werden. - Eine erflndungsge- 
maBe dsRNA, dcrcn Dissoziation vcrmindcrt ist, wcist cine 
hohere Stabilitat gegen enzymatischen und chemischen Ab- 
bau in der Zelle bzw. im Organismus auf. 

Insbesondere bei Verwendung eines erfindungsgemaBen 
Vektors kann der komplementare Bereich aus selbstkomple- 
mcntarcn Bcrcichcn cincr RNA-Haarnadclschlcifc gcbildct 
wird. Die Nukleotide sind im Schleifenbereich zwischen der 
doppel Strang i gen Struktur zum Schutz vor Abbau zweckma- 
Bigerweise chemisch modifiziert. 

Die chemische Verknlipfung wird zweckmaBigerweise 
durch eine kovalente oder ionische Bindung, eine Wasser- 
stoffbruckenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vor- 
zugsweisc van-dcr-Waals- oder Stapelungswechsclwirkun- 
gen, oder durch Metall-Ionenkoordination gebildet. Sie 
kann nach cincm besonders vortcilhaftcn Ausgcstaltungs- 
merkmal an mindestens einem, vorzugsweise an beiden, En- 
de/n des komplementaren Bereichs hergestellt werden. 

Es hat sich weiter als vorteilhaft erwiesen, daB die chemi- 
sche Verkniipfung mittels einer oder mehrerer Verbindungs- 
gruppen gcbildct wird, wobci die Vcrbindungsgruppcn vor- 
zugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy-l,3-propandiol)- und/ 
oder Polyethylenglycol-Ketten sind. Die chemische Ver- 
kniipfung kann auch durch in den komplementaren Berei- 
chen anstelle von Purinen benutzte Purinanaloga gebildet 
werden. Von Vorteil ist es femer, daB die chemische Ver- 
kniipfung durch in den komplementaren Bereiche einge- 
fuhrte Azabcnzoleinhcitcn gebildet wird. Sie kann auBcr- 
dem durch in den komplementaren Bereichen anstelle von 
Nuklcotidcn benutzte verzweigtc Nuklcotidanaloga gcbildct 
werden. 

Es hat sich als zweckmaBig erwiesen, daB zur Herstellung 
der chemischen Verkniipfung mindestens eine der folgenden 
Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Grup- 
pen, vorzugsweise Bis-(2-chlorethyl)-amin; N-acctyl-N'-(p- 
glyoxylbenzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. Femer 
kann die chemische Verkniipfung durch an den Enden des 
doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl- 
Gruppen gebildet werden. Vorzugsweise wird die chemi- 
sche Verkniipfung an den Enden des doppelstrangigen Be- 
reichs durch Tripe lhelix-Bindungen hergestellt. 

Die chemische Verkniipfung kann zweckmaBigerweise 
durch ultraviolettes Licht induziert werden. 

Nach cincr wcitcrcn besonders vortcilhaftcn Ausgcstal- 
tung ist vorgesehen, daB die dsRNA an mindestens ein von 
einem Virus stammendes, davon abgeleitetes oder ein syn- 
thelisch hergestellles virales Hiillprolein gebunden, damil 
assoziiert oder davon umgeben wird. Das Hullprotein kann 
vom Polyomavirus abgclcitct scin, Es kann das Hullprotein 
das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus-Protein 2 
(VP2) des Polyomavirus enthalten. - Die vorgenannten 
Merkmale erleichtert wesentlich das Einfuhren der dsRNA 
in die Zelle. 

Vorzugsweise ist bei Bildung cincs Kapsids oder kapsid- 
artigen Gebildes aus dem Hullprotein die eine Seite zum In- 
neren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt. 
Das gebildete Konstrukt ist besonders stabiL 

Die dsRNA kann zum primaren oder prozessierten RNA- 
Transkript des Zielgens komplementar sein. - Die Zelle 
kann eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle sein. 

Nach MaBgabe der Erfindung ist femer ein Medikament 
mit mindestens einem Ohgoribonukleotid (dsRNA) mit 
doppelstrangiger Struktur zur Hemmung der Expression ei- 



nes vorgegebenen Gens vorgesehen, wobei ein Strang der 
dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zu die- 
sem Gen ist. - Es hat sich uberraschend gezeigt, daB eine 
solche dsRNA sich als Medikament zur Hemmung der Ex- 

5 pression eincs vorgegebenen Gens in humancn Zellcn cig- 
net. Die Hemmung wird im Vergleich zur Verwendung ein- 
zclstrangigcr Oligoribonuklcotidc bcrcits bei Konzentratio- 
nen bewirkt, die urn mindestens eine GroBenordnung niedri- 
ger sind. Das erflndungsgemaBe Medikament ist hoch wirk- 

10 sam. Es sind geringere Nebenwirkungen zu erwarten. 

Nach weiterer MaBgabe der Erfindung ist ein Medika- 
ment. mit mindestens einem Vcktor zur Kodicrung doppel- 
strangiger Oligoribonukleotide (dsRNA) zur Hemmung der 
Expression eines vorgegebenen Gens vorgesehen, wobei ein 

15 Strang der dsRNA zumindest abschnittsweise komplemen- 
tar zu diesem Gen ist. - Das vorgeschlagene Medikament 
weist die vorgenannten Vorteile auf. Durch die Verwendung 
eines Vektors konnen insbesondere Herstellungskosten ein- 
gespart werden. 

20 Nach einer besonders vorteilhaften Ausgestaltung weist 
der komplementare Bereich hochstens 49 aufcinandcrfol- 
gende Nukleotidpaare auf. - Es hat sich uberraschender- 
weise gezeigt, daB bereits bei einer Lange des komplemen- 
taren Bereichs von hochstens 49 Basenpaaren eine efliziente 

25 Hemmung der Expression des Zielgens erreicht werden 
kann. Entsprcchcndc Oligoribonuklcotidc konnen mit gcrin- 
gerem Herstellungsaufwand bereitgestellt werden. 

Nach weiterer MaBgabe der Erfindung ist eine Verwen- 
dung doppelstrangiger Oligoribonukleotide zur Herstellung 

30 eines Medikaments zur Hemmung der Expression eines vor- 
gegebenen Gens vorgesehen, wobei ein Strang der dsRNA 
zumindest abschnittsweise komplementar zu diesem Gen 
ist. - Ubcrraschcnderwcise eignct sich cine solche dsRNA 
zur Herstellung eines Medikaments zur Hemmung der Ex- 

35 pression eincs vorgegebenen Gens. Bei cincr Verwendung 
von dsRNA wird die Hemmung im Vergleich zur Verwen- 
dung einzelstrangiger Oligoribonukleotide schon bei urn 
eine GroBenordnung geringeren Konzentrationen bewirkt. 
Die erflndungsgemaBe Verwendung ermdglicht also die 

40 Herstellung besonders wirksamcr Mcdikamcntc. 

Nach weiterer MaBgabe der Erfindung ist die Verwen- 
dung eines Vektors zur Kodierung doppelstrangiger Oligori- 
bonukleotide (dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments 
zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens 

45 vorgesehen, wobei ein Strang der dsRNA zumindest ab- 
schnittsweise komplementar zu diesem Gen ist. - Die Ver- 
wendung cincs Vektors crmoglicht cine besonders wirksamc 
Gentherapie. 

Hinsichtlich vortcilhaftcr Ausgcstaltungcn des Mcdika- 
50 ments und der Verwendung wird auf die Beschreibung der 
vorangegangenen Merkmale verwiesen. 

Ausfuhrungsbeispiel 

55 Mittels herkommlicher Verfahren ist ein aus dem einzigen 
Sequenzprotokoll ersichtlicher RNA-Einzelstrang enzyma- 
tisch synthetisiert worden. 

Ferner ist der dazu komplementare RNA-Einzelstrang 
synthetisiert worden. AnschlicBcnd sind der Einzclstrang 

60 und der dazu komplementare Einzelstrang zur dsRNA verei- 
nigt worden. Die so hergestellte dsRNA enthalt eine be- 
stimmte DNA-Sequenz unter der Kontrolle des "immediate 
early gene"-Promotors des Cytomegalievirus. 

65 Versuchsprotokoll 

Es wurde ein Plasmid-Vektor konstruiert, unter dessen 
Verwendung die benotigte dsRNA hergestellt werden 
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konnte. Pur dessen Konstruktion wurden wurden Oligodes- 
oxyribonukleotide als Primer fur eine Polymerase-Kettenre- 
aktion (PGR) verwendet, von denen eines die Sequenz einer 
EcoRI-Schnittstelle und des T7-RNA-Polymerase-Promo- 
lors (5-GGA ATT CTA ATA CGA CTG ACT ATA GGG 
CGA TCA GAT CTC TAG AAG-3'), das andere die einer 
BamHl-Schnittstcllc und dcs SP6-RNA-Polymcrasc-Pro- 
motors (5'-GGG ATC CAT 1TA GGT GAG ACT ATA 
GAA TAG CCA TGA TCG CGT AGT CGA TA-3') ent- 
hielt. Daruber hinaus enthielten diese Primer an ihren 3'-En- 
den identische bzw. komple men tare Bereiche zur kauflich 
crwcrblichcn "positive control DNA" dcs HcLaScribc® Nu- 
clear Extract in vitro Transkriptionskit's der Fa. Promega, 
die auch als Matrize Mir die PGR diente. Die Lange des so 
amplifizierten DNA-Fragmentes betrug 400 Basenpaare, 
wobei 340 Basenpaare der "positive control DNA" entspra- 
chen. Nach PGR wurde das Produkt init EcoRI und BamHI 
geschnitten. Als Klonierungsvektor fur das erhaltene PGR- 
Produkt diente der Vektor pUC18. Es crfolgte Transforma- 
tion von E. coli XLl-blue. Plasmid-DNA eines ausgewahl- 
tcn Klons, dcrcn Sequenz durch particllc Scqucnzicrung 
uberpruft worden war, wurde mit EcoRI bzw. BamHI linea- 
risiert und als Matrize fur eine in vitro- Transkription mit 
SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase verwendet (Riboprobe in 
vitro Transcription Systems, Fa. Promega). 

Zur Hybridisicrung wurden 500 ul der in Ethanol aufbc- 
wahrten einzelstrangigen RNA durch Zentrifugation gefallt, 
das getrocknete Pellet in 30 pi PIPES-Puffer (pH 6,4) in Ge- 
genwart von 80% Formamid, 400 mM NaCl und 1 mM 
EDTA aufgenommen, jeweils 15 jj! der komplementaren 
Einzelstrange zusammengegeben und fiir 10 min auf 85°C 
erhitzt. AnschlieBend wurden die Ansatze bei 50°C uber 
Nacht inkubiert und auf Raumtemperalur abgckuhlt. Urn 
reine dsRNA zu erhalten, wurden die einzelstrangigen 
RNAs durch cinzclstrangspczifischc RNascn abgebaut. 
Hierzu wurden zu alien Ansatzen in 300 ul Tris, pH7,4, 
300 mM NaCl und 5 mM EDTA 1 , 2 ul RNaseA (10 mg/ml) 
und 2ul RNaseTl (290 ug/mi) zugegeben. Die Ansatze 
wurden 1,5 h bei 30°C inkubiert. Danach wurden die RNa- 
scn durch Zugabc von 5 ul Proteinase K (20 mg/ml) und 
10 pi 20% SDS und Inkubation fur 30 min bei 37°C denatu- 
riert. Die dsRNA wurde durch Phenol-Extraktion gereinigt 
und mit Ethanol gefallt. Das getrocknete Pellet wurde in 
15 ul TE-PurTer, pH 6,5 aufgenommen. 

Testsystem mit menschlichem Zellkernextrakt 

Unter Verwendung des HeLaScribe® Nuclear Extract in 
vitro Transkriptionskit's der Fa. Promega wurde die Tran- 
skriptionseffizienz des oben angegebenen DNA-Fragments 
("positive control DNA") in Gegenwart der beiden einzel- 
strangigen Oligoribonukleotide sowie derdsRNA bestimmt. 
Dies erfolgte anhand der in die "run ofF'-Transkripte inkor- 
poricrtcn Radioaktivitat dcs als Substrat verwendcten [a 32 P] 
GTP Die Trennung des freien GTP vom entstandenen Tran- 
skript wurde mittels Gelelektrophorese vorgenommen. Die 
Auswertung des Gels erfolgte mit Hilfe eines Radioaktivi- 
tatsdetektors (Instant-Imager). 

Ergebnis und Schlussfolgerung 

Es zeigte sich eine deutliche Verringerung der Menge an 
Transkript in Gegenwart von dsRNA im Vergleich zum 
Kontrollansatz ohne RNA sowie auch zu den Ansatzen mit 
einzelstrangiger RNA. Die Wirksamkeit der dsRNA war 
schon bei Zugabe von geringen Mengen (ca. 1 ug) zu errei- 
chen. Der hemmende Effekt einzelstrangiger Antisinn-RNA 
ware in diesein Testsystem nicht nachzuweisen, da hierbei 
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die Inhibition auf der Ebene der Translation stattfindet. Hier 
wurde die Transkription untersucht. Die hiermit erstmals 
beim Menschen beobachtete Reduzierung der Transkript- 
Menge eines Gens in Gegenwart von dsRNA zeigt deutlich 
5 eine Hemmung der Expression des entsprcchenden Gens an. 
Dieser Effekt ist auf einen neuartigen, durch die dsRNA be- 
dingtcn Mcchanismus zuriickzufuhrcn. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Hemmung der Expression eines vor- to 
gegebenen Zielgens in einer Zelle, wobei ein Oligori- 
bonuklcotid (dsRNA) mit doppclstrangigcr Struktur in 
die Zelle eingefuhrt wird, wobei ein Strang der dsRNA 
zumindest abschnittsweise komplementar zum Zielgen 
ist, dadurch gekennzeichnet, daB der zum Zielgen 15 
komplementare Bereich hochstens 49 aufeinanderfol- 
gende Nukleotidpaare aufweist. 

2. Verfahren zur Hemmung der Expression eines vor- 
gegebenen Zielgens in einer Zelle, wobei ein Vektor 
zur Kodierung von Oligoribonukleotiden (dsRNA) mit 20 
doppclstrangigcr Struktur zur Hemmung der Expres- 
sion eines vorgegebenen Zielgens in die Zelle einge- 
fiihrt wird, wobei ein Strang der dsRNA zumindest ab- 
schnittsweise komplementar zum Zielgen ist, dadurch 
gekennzeichnet, daB der zum Zielgen komplementare 25 
Bereich hochstens 49 aufcinanderfolgendc Nukleotid- 
paare aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die 
dsRNA in micellare Strukturen, vorzugsweise in Lipo- 
somes eingeschlossen wird. 30 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei die dsRNA in virale naturliche Kapside 
oder in auf chemischem oder enzymatischem Weg her- 
gestellte kunstliche Kapside oder davon abgeleitete 
Strukturen eingeschlossen wird. 35 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei die dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 
bis 49, Basenpaare aufweist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
chc, wobei das Zielgen in cukaryontischen Zellcn ex- 40 
primiert wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe aus- 
gewahlt ist: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, 
Entwicklungsgen, Priongen. 45 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
chc, wobei das Zielgen in pathogenen Organismen, 
vorzugsweise in Plasmodien, exprimiert wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Vi- 50 
roids ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Virus ein 
humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Virus oder 
Viroid ein tier- oder pflanzenpathogenes Virus oder Vi- 55 
roid ist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, wobei die dsRNA abschnittsweise doppel- 
strangig ausgcbildct ist. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 60 
spruche, wobei der komplementare Bereich aus zwei 
separatcn RNA-Einzelstrangen oder aus selbstkomple- 
mentaren Bereichen eines, vorzugsweise zirkular aus- 
gebildeten, topologisch geschlossenen RNA-Einzel- 
strangs gebildet wird. 65 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei der komplementare Bereich aus selbst- 
komplementaren Bereichen einer RNA-Haarnadel- 
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schleife gebildet wird. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die Nukleotide ini Schleifenbereich 
zwischen der doppelstrangigen Struktur zum Schutz 
vor Abbau chemisch modifiziert sind. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruchc, wobei die Endcn der dsRNA modifizicrt. wcr- 
den, um einem Abbau in der Zelle oder einer Dissozia- 
tion in die Einzelstrange entgegenzuwirken. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei der durch die Nukleotidpaare bewirkte 
Zusammcnhalt des komplementaren Bcrcichs durch 
mindestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemi- 
sche Verknupfungen erhoht wird. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei die chemische Verknupfung durch eine 
kovalente oder ionische Bindung, eine Wasserstoff- 
briickenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vor- 
zugsweise van-dcr-Waals- oder Stapclungs wechselwir- 
kungen, oder durch Metall-Ionenkoordination gebildet 
wird. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die chemische Verknupfung an minde- 
stens einem, vorzugsweise an beiden, Enden des kom- 
plementaren Bereichs hergestellt wird. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei die chemische Verknupfung mittels ei- 
ner oder mehrerer Verbindungsgruppen gebildet wird, 
wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly- 
(oxyphosphinicooxy-l,3-propandiol)- und/oder Poly- 
ethylenglycol-Ketten sind. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei die chemische Verknupfung durch in 
den komplementaren Bereichen anstelle von Purinen 
benutztc Purinanaloga gebildet wird. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei die chemische Verknupfung durch in 
den komplementaren Bereiche eingefuhrte Azabenzol- 
einheiten gebildet wird. 

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei die chemische Verknupfung durch in 
den komplementaren Bereichen anstelle von Nukleoti- 
den benutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet 
wird. 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei zur Herstellung der chemischen Ver- 
knupfung mindestencs cine der folgenden Gruppcn bc- 
nutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, 
vorzugsweise Bis-(2-chlorcthyl)-amin; N-acctyl-N'-(r> 
glyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die chemische Verknupfung durch an 
den Enden des doppelstrangigen Bereichs angebrachte 
Thiophosphoryl-Gruppcn gebildet wird. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die chemische Verknupfung an den En- 
den des doppelstrangigen Bereichs durch Tripelhelix- 
Bindungen hergestellt wird. 

27. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei die dsRNA an mindestens ein von ei- 
nem Virus stammendes, davon abgeleitetes oder ein 
synthetisch hergestelltes virales Hiillprotein gebunden, 
damit assoziiert oder davon umgeben wird. 

28. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei das Hiillprotein vom Potyomavirus ab- 
geleitet ist. 

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei das Hiillprotein das Virus-Protein 1 
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(VPl) und/oder das Virus-Protein 2 (VP2) des Poly- 
omavirus enthalt. 

30. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei bei Bildung eines Kapsids oder kapsid- 
artigcn Gcbildcs aus dem Hiillprotein die eine Scite 5 
zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes 
gcwandt ist. 

31. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die dsRNA zum primaren oder prozes- 
sierten RNA-Transkript des Zielgens komplenientar 10 
ist. 

32. Verfahren nach cincm der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle oder 
eine menschliche Zelle ist. 

33. Medikament mit mindestens einem Oligoribonu- 15 
kleotid (dsRNA) mit doppelstrangiger Struktur zur 
Hemmung der Expression eines vorgegebenen Ziel- 
gens, wobei ein Strang der dsRNA zumindest ab- 
schnitlsweisc komplemcntar zum Zielgcn ist. 

34. Medikament mit mindestens einem Vektor zur Ko- 20 
dicrung von Oligoribonuklcotidcn (dsRNA) mit dop- 
pelstrangiger Struktur zur Hemmung der Expression 
eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der 
dsRNA zumindest abschnittsweise komplenientar zurn 
Zielgen ist. 25 

35. Medikament nach Anspruch 33 oder 34, wobei die 
dsRNA verpackt in micellareStrukturen, vorzugsweise 
in Liposomen, vorliegt. 

36. Medikament nach Anspruch 33 oder 35, wobei die 
dsRNA in virale natiirliche Kapside oder in auf chemi- 30 
schem oder enzymatischem Weg hergeslellte kiinstli- 
che Kapside oder davon abgeleitete Strukturen einge- 
schlosscn ist. 

37. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 36, 
wobei dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, 35 
Basenpaare aufweist. 

38. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 37, 
wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen expri- 
mierbar ist. 

39. Medikament nach cincm der Anspriiche 33 bis 38, 40 
wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausge- 
wahlt ist: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Ent- 
wicklungsgen, Priongen. 

40. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 39, 
wobei das Zielgen in pathogenen Organismen, vor- 45 
zugsweise in Plasmodien, exprimierbar ist. 

41. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 40, 
wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids 
ist. 

42. Medikament nach Anspruch 41, wobei das Virus 50 
ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 

43. Medikament nach Anspruch 41, wobei das Virus 
oder Viroid ein tier- oder pflanzenpathogenes Virus 
oder Viroid ist. 

44. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 43, 55 
wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig aus- 
gebildet ist. 

45. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 44, 
wobei der komplementare Bercich hochstens 49 auf- 
einanderfolgende Nukleotidpaare aufweist. 60 

46. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 45, 
wobei der komplementare Bereich aus zwei separaten 
RNA-Einzclstrangen oder aus selbstkomplementaren 
Bereichen eines, vorzugsweise zirkular ausgebildeten, 
topologisch geschlossenen, RNA-Einzelstrangs gebil- 65 
del ist. 

47. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 46, 
wobei der komplementare Bereich aus selbstkomple- 
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mentaren Bereichen einer RNA-Haamadelschleife ge- 
bildet ist. 

48. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 47, 
wobei die Nukleotide im Schleifenbereich zwischen 
der doppelslrangigen Struktur zum Schutz vor Abbau 
chemisch modifiziert ist. 

49. Medikament nach cincm der Anspriiche 33 bis 48, 
wobei die Enden der dsRNA modifiziert sind, um ei- 
nem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die 
Einzelstrange entgegenzuwirken. 

50. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 49, 
wobei der durch die Nukleotidpaare bewirktc Zusam- 
menhalt des komple mentaren Bereichs durch minde- 
stens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Ver- 
kniipfungen erhoht ist. 

51. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 50, 
wobei die chemische Verkniipfung durch eine kova- 
lente oder ionische Bindung, eine Wasserstoffbriicken- 
bindung, hydrophobe Wcchsclwirkungen, vorzugs- 
weise van-der-Waals- oder Stapelungswechselwirkun- 
gen, oder durch Mctall-Ioncnkoordi nation gcbildct ist. 

52. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 51, 
wobei die chemische Verkniipfung an mindestens ei- 
nem, vorzugsweise an beiden, Enden des komplemen- 
taren Bereichs hergestellt ist. 

53. Medikament nach cincm der Anspriiche 33 bis 52, 
wobei die chemische Verkniipfung mittels einer oder 
mehrerer Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die 
Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphi- 
nicooxy-l,3-propandiol)- und/oder Polyethylenglycol- 
Ketten sind. 

54. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 53, 
wobei die chemische Verkniipfung durch in den kom- 
plementaren Bereichen anstelle von Purinen benutzte 
Purinanaloga gcbildct ist. 

55. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 54, 
wobei die chemische Verkniipfung durch in die kom- 
plementaren Bereiche eingeschallele Azabenzoleinhei- 
ten gebildet ist. 

56. Medikament nach cincm der Anspriiche 33 bis 55, 
wobei die chemische Verkniipfung durch in den kom- 
plementaren Bereichen anstelle von Nukleotiden be- 
nutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet ist. 

57. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 56, 
wobei zur Herstellung der chemi schen Verkniipfung 
mindestenes eine der folgenden Gruppen benutzt wird: 
Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise 
Bis-(2-chlorethyl)-amin; N-acetyl-NXp-glyoxyl-ben- 
zoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

58. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 57, 
wobei die chemische Verkniipfung durch an den Enden 
des doppelslrangigen Bereichs vorgesehene Thiophos- 
phoryl-Gruppen gebildet ist. 

59. Medikament nach cincm der Anspriiche 33 bis 58, 
wobei die chemische Verkniipfung an den Enden des 
doppelstrangigen Bereichs vorgesehene Tripelhelix- 
Bindungen sind. 

60. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 59, 
wobei die dsRNA an mindestens ein von cincm Virus 
stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch 
hergestelltes virales Hiillprotein gebunden, damit asso- 
ziiert oder davon umgeben ist. 

61. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 60, 
wobei das Hiillprotein vom Polyomavirus abgeleitet 
ist. 

62. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 61, 
wobei das Hiillprotein das Virus-Protein 1 (VPl) und/ 
oder das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enl- 
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halt. 

63. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 62, 
wobei bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen 
Gebildes aus dem HiiLlprotein die eine Seite zum Inne- 
rcn des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gcwandt 5 
ist. 

64. Medikament nach cincm der Anspriiche 33 bis 63, 
wobei die dsRNA zum primaren oder prozessierten 
RNA-Transkript des Zielgens kompiementar ist. 

65. Medikament nach einem der Anspriiche 33 bis 64, to 
wobei die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine 
mcnschlichc Zelle ist. 

66. Verwendung eines Oligoribonukleotids (dsRNA) 
mit doppelstrangiger Struktur zur Herstellung eines 
Medikaments zur Hemmung der Expression eines vor- 15 
gegebenen Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA zu- 
rnindest abschnittsweise kompiementar zum Zielgen 
ist. 

67. Verwendung eines Vektors zur Kodicrung Oligori- 
bonukleotide (dsRNA) mit doppelstrangiger Struktur 20 
zur Herstellung eines Medikaments zur Hemmung der 
Expression eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein 
Strang der dsRNA zumindest abschnittsweise kompie- 
mentar zu diesem Gen ist. 

68. Verwendung nach Anspruch 66 oder 67, wobei die 25 
dsRNA vcrpacktin miccllarc Strukturen, vorzugsweise 

in Liposomen, vorliegt. 

69. Verwendung nach Anspruch 66 oder 68, wobei die 
dsRNA in virale naturliche Kapside oder in auf chemi- 
schem oder enzymatischem Weg hergestellte kiinstli- 30 
che Kapside oder davon abgeleitete Strukturen einge- 
schlossen ist. 

70. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 69, 
wobei dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, 
Bascnpaarc aufweist. 35 

71. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 70, 
wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen expri- 
mierbar ist. 

72. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 71, 
wobei das Zielgen aus der folgcndcn Gruppc ausgc- 40 
wahlt ist: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein- Gen, Ent- 
wicklungsgen, Priongen. 

73. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 72, 
wobei das Zielgen in pathogenen Organismen, vor- 
zugsweise in Plasmodien, exprimierbar ist. 45 

74. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 73, 
wobei das Zielgen Bestandtcil eines Virus oder Viroids 
ist. 

75. Verwendung nach Anspruch 74, wobei das Virus 
ein human pathogenes Virus oder Viroid ist. 50 

76. Verwendung nach Anspruch 74, wobei das Virus 
oder Viroid ein tier- oder pflanzenpathogenes Virus 
oder Viroid ist. 

77. Verwendung nach cincm der Anspriiche 66 bis 76, 
wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig aus- 55 
gebildet ist. 

78. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 77, 
wobei der komplementiire Bereich aus zwei separaten 
RNA-Einzclstrangcn oder aus sclbstkomplcmcntarcn 
Bereichen eines, vorzugsweise zirkular ausgebildeten, 60 
topologisch geschlossenen RNA-Einzelstrangs gebil- 
det ist. 

79. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 78, 
wobei der komplementare Bereich aus selbstkomple- 
mentaren Bereichen einer RNA-Haarnadelschleife ge- 65 
bildet wird. 

80. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 79, 
wobei die Nukleotide im Schleifenbereich zwischen 
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der doppelstrangigen Struktur zum Schutz vor Abbau 
chemisch modifiziert sind. 

81. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 80, 
wobei die Enden der dsRNA modifiziert sind, urn ei- 
nem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die 
Einzelstrange entgegenzuwirken. 

82. Verwendung nach cincm der Anspriiche 66 bis 81, 
wobei der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusam- 
menhalt des kompiementaren Bereichs durch minde- 
stens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Ver- 
knupfungen erhoht ist. 

83. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 82, 
wobei die chemische Verkniipfung durch eine kova- 
lente oder ionische Bindung, eine Wasserstoffbriicken- 
bindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugs- 
weise van-der-Waals- oder Stapelungswechselwirkun- 
gen, oder durch Metail-Ionenkoordi nation gebildet ist. 

84. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 83, 
wobei die chemische Verkniipfung an nundeslens ei- 
nem, vorzugsweise an beiden, Enden des kompiemen- 
taren Bereichs hcrgestcllt ist. 

85. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 84, 
wobei die chemische Verkniipfung mittels einer oder 
mehrerer Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die 
Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphi- 
nicooxy-l,3-propandiol)- und/odcr Polycthylenglycol- 
Ketten sind. 

86. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 85, 
wobei die chemische Verkniipfung durch in den kom- 
piementaren Bereichen anstelle von Purinen benutzte 
Purinanaloga gebildet ist. 

87. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 86, 
wobei die chemische Verkniipfung durch in den kom- 
piementaren Bereiche eingefuhrte Azabenzoleinheiten 
gebildet ist. 

88. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 87, 
wobei die chemische Verkniipfung durch in den kom- 
piementaren Bereichen anstelle von Nukleotiden be- 
nutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet ist. 

89. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 88, 
wobei zur Herstellung der chemischen Verkniipfung 
mindestenes eine der folgenden Gruppen benutzt wird: 
Methylenblau; bifunktionelie Gruppen, vorzugsweise 
Bis-(2-chlorethyl)-amin; N-acetyl-N-(p-glyoxyl-ben- 
zoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

90. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 89, 
wobei die chemische Verkniipfung durch an den Enden 
des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophos- 
phoryl-Gruppcn gebildet ist. 

91. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 90, 
wobei die chemische Verkniipfung an den Enden des 
doppelstrangigen Bereichs durch Tripelhelix-Bindun- 
gen hergestellt ist. 

92. Verwendung nach cincm der Anspriiche 66 bis 91 , 
wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus 
stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch 
hergestelltes virales Hullprotein gebunden, damit asso- 
ziiert oder davon umgeben ist. 

93. Verwendung nach cincm der Anspriiche 66 bis 92, 
wobei das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet 
ist. 

94. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 93, 
wobei das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/ 
oder das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus ent- 
halt. 

95. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 94, 
wobei bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen 
Gebildes aus dem Hullprotein die eine Seite zum Inne- 
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ren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt 
ist. 

96. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 95, 
wobei die dsRNA zum primaren oder prozessierten 
RNA-Transkript des Zielgcns komplcrncntar isl. 5 

97. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 96, 
wobei die Zcllc cine Vcrtcbratcnzcllc oder cine 
menschliche Zelle ist. 

98. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 97, 
wobei das Medikament in die Blutbahn oder das Inter- 10 
stitium des zu therapierenden Organismus injizierbar 
ist. 

99. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 98, 
wobei die dsRNA bzw. der sie kodierende Vektor in 
Bakterien oder Mikroorganismen aufgenommen sind. 15 

100. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 
99, wobei der komplementare Bereich hochstens 49 
aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweist. 
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